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RESUMEN

Introduccioén: El trauma crancoenceféalico (TCE)es un fenomeno heterogéneo desde el punto de vista molecular, celular
y en la respuesta clinica. Se considera que esta diversidad se debe a la intensidad de la injuria primaria, eventos secundarios
asociados (hipoxia, isquemia, edema, inflamacion), al estado metabolico del paciente, su base genética, edad, género, etc. Para
determinar la integridad anatomo-funcional de las células nerviosas es importante verificar el estado de la cito, dendroarquitectura
y preservacion laminar como un requisito para garantizar conectividad.

Obijetivo: Valorar la respuesta de las neuronas al trauma con dos marcadores neuronales selectivos sensibles a la lesion
NeuN y MAP2.

Materialesy métodos: Se utilizaron muestras (4 de lobulo temporal y 2 de 16bulo frontal) de 6 pacientes que habian sufrido
TCE. Las muestras se fijaron en PLP, cortadas en vibratomo a 50 um, incubadas con los anticuerpos NeuN y MAP2 y procesadas
con el sistema avidina-biotina. Como control se utilizé tejido humano post-mortem.

Resultados: La inmunorreactividad (IR) para NeuN fue anormal en todas las muestras, con sectores que mostraron IR
ligeramente alterada, otros con perdida parcial de las capas supragranulares, sobre todo la lamina Il y otros con pérdida dréstica
de todas las ldminas. La IR para MAP2 se alterd en todas las muestras con diferentes grados de compromiso. Los procesos
dendriticos fueron dificiles de seguir, especialmente los procedentes de la lamina V, los cuales se observaron tortuosos,
fragmentados y con orientacion aberrante.

Conclusiones: Con el propdsito de conocer el estado de las neuronas después de un evento lesivo se recomienda el uso
de los marcadores NeuN y MAP2 complementarios a los métodos clasicos. El presente trabajo muestra la diversidad de
respuestas histopatologicas en sectores adyacentes de una misma muestra con ambos marcadores, como un indicador de los
diferentes estados de neurodegeneracion.
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Changes in laminar and dendritic organization of the cerebral cortex after traumatic brain injury

SUMMARY

Introduction: Traumatic brain injury (TBI) is a heterogeneous phenomenon from a molecular, cellular and pathological
perspective. Clinical outcome is also extremely variable. It is considered that such a diversity response to TBI is related to
the primary injury intensity, associated secondary events (hypoxia, ischemia, oedema and inflammation), metabolic patient
state, genetic background, age, gender, etc. After injury the histopathological outcome is variable in time and space. In order
to determine the anatomofunctional integrity of nerve cells in the cerebral cortex, it is important to verify the state of the cito
and dendroarchitecture and the laminar preservation as a requisite to guarantee connectivity.

Objective: The aim of the present work was to evaluate the response of human cortical neurons using two selective
neuronal markers, NeuN and MAP2, which recognize citoarchitecture and dendritic arrangement, respectively.
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Materials and methods: In the present study we utilized
six tissue samples (4 temporal and 2 frontal cortices) from TBI
patients. Tissues from four post-mortem human brains were
used as controls. Tissue samples were fixed in PLP, cut at 50
um in a vibratome, incubated with NeuN and MAP2 and
processes with the avidin/biotin complex.

Results: NeuN-IR was abnormal in all samples analyzed
with some sectors showing slight NeuN-IR, others with
NeuN-IR partial loss in supragranular layers, especially layer
II1I, and other with a drastic reduction in staining in all cortical
layers. MAP2-IR was altered across sections with sectors
showing different degrees of changes in the normal pattern
of MAP2-IR. Dendritic processes were difficult to follow
because of'its discontinuity. Layer V apical dendritic processes
appear tortuous and its IR was fragmented in some cases they
take aberrant orientations.

Conclusions: in order to get new insights about the
neuronal outcome after brain injury it is recommended to use
MAP2- and NeuN-IR as a complement of classical histo-
pathological methods. The present study shows a diversity
of histopathological response in adjacent sectors of a same
sample with both markers MAP2 and NeuN, as an indicative
of different states of neurodegeneration.

Keywords: Traumatic brain injury; MAP2; NeuN;
Human cerebral cortex.

El trauma craneoencefalico (TCE) es un problema
de salud a nivel mundial. En los Estados Unidos se
presentan 1°500,000 casos nuevos cada afio, de los
cuales 3.3% son fatales y 6% presentan incapacidad
permanente’ . Los datos mundiales indican que lalesion
cerebral estructural mas frecuente en las personas con
TCE es la contusion cerebral y su mortalidad si no se
maneja adecuadamente llega a cifras tan elevadas
como 60%?. Las personas que sobreviven al TCE pue-
den presentar secuelas psicoldgicas, neurologicas y
psiquiatricas tales como depresion, déficit de memoria,
epilepsia y mayor riesgo para desarrollar demencia®*.
El sustrato biologico para estos eventos no esta clara-
mente establecido; sin embargo, se admite que es el
resultado de procesos que se instauran en el momento
deltraumay se contintian, lo cual induce muerte neuronal
en las fases aguda, subaguday cronica. Lalesion prima-
ria, al momento del impacto, ocasiona muerte neuronal,
glial, lesién axonal y vascular. En zonas adyacentes o
distantes o relacionadas por la conectividad, se pueden
presentar eventos tardios o secundarios como edema
cerebral, hipoxia, aumento de la presion intracraneal,
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modificaciones del flujo sanguineo cerebral, etc>. Estos
eventos se pueden relacionar con alteracion en la
homeostasis idnica, disfuncidon mitocondrial, alteracio-
nes del citoesqueleto, del ADN y deaferentacion. Estos
procesos contintan por dias, meses y/o afios. La mayor
parte del conocimiento que se tiene actualmente con
respecto a los mecanismos fisiopatologicos del TCE se
haderivado de estudios en modelos animales o de tejido
cerebral de humano post-mortem. En los ultimos afios
se han desarrollado estudios a nivel molecular en tejido
cerebral de humano posterior a lesion traumatica, en los
cuales se ha evaluado la activacion de calpainas®, la
expresion de proteinas asociadas con cascadas
apoptoticas como caspasa 7, Bcl2, proteinas dela viade
supervivencia como NFk-B y de la proteina precursora
de amieloide (APP)’.

Los anticuerpos contra las proteinas NeuN 'y MAP2,
queidentifican neuronas de maneraselectiva, se utilizan
ampliamente en modelos experimentales de traumay de
isquemia como marcadores de injuria y de su evolu-
ciontemporal®’. Entejido lesionado lainmunorreactividad
(IR) para estos dos marcadores decrece en las zonas de
impacto y las perilesionales y su disminucion se asocia
con la intensidad de la lesion a nivel neuronal o como
predictores de muerte neuronal'®!!. En el presente
estudio se evalua la expresion inmunohistoquimica de
NeuN y MAP2 en muestras de corteza cerebral de
humano obtenidas de cirugia decompresiva después de
TCE, con el fin de establecer la integridad cito y
dendroarquitectonica de las zonas contusas y la presen-
cia o no de vulnerabilidad laminar selectiva. Los datos
obtenidos en el presente trabajo aportan informacion
sobre los cambios celulares en estados agudos y
subagudos en el humano post TCE, permitiendo infe-
rencias sobre alteraciones en la conectividad en zonas
traumaticas con aparente conservacion de su organiza-
cidn citoarquitectonica.

MATERIALES Y METODOS

Elpresente estudio se realiz6 en 6 muestras de tejido
contuso derivadas de 6 personas con diagnostico de
contusion cerebral focal, con hipertension endocraneana
(HTEC) severa y que, de acuerdo con el criterio del
neurocirujano tratante, se le podia ofrecer como alter-
nativa quirurgica una craniectomia decompresiva con
aperturay/oplastiadeladura, y/o drenaje del parénquima
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Cuadro1
Datos de los pacientes con TCE

Paciente Sexo Edad Gl GOS Lébulo Hem TPT HN
TO5 M 71 6 4 Temp Der 2 HSDA, HSA, HP, HU
TO6 M 73 10 1 Temp Izq 2 AF, HP
TO7 M 22 12 5 Fron Der 3 HSDA, HP, HSF
TO8 M 28 13 5 Fron Izq 3 BDP, Il par
T12 M 53 5 1 Temp Der 1 HSDA, HSF, HU
T14 M 42 8 5 Temp Izq 2 HSDA, HSF, HU

PAC: Identificacion de los pacientes; Gl: Glasgow de ingreso; GOS: Glasgow Outcome Store; Lobulo: Lébulo de lamuestra; Temp: Temporal;
Fron: Frontal; Hem: Hemisferio de la muestra; Der: Derecho; |zqg: izquierdo; TPT: Tiempo entre el traumay la cirugia (dias); HN: Otros hallazgos
neurolégicos; HSDA: Hemorragia subdural aguda; AF: Afasia; HSA: Hemorragia subaracnoidea; HP: Hemiparesia; HU: Herniacién uncal;
HSF: Herniacion subfalcina; BDP: Bradipsiquia; Il par: Compromiso del Il par izquierdo.

cerebral contuso para el manejo de la HTEC secundario

al efecto focal de la contusion. En ningun caso, se hizo

remocion adicional de tejido cerebral para efectos del
presente estudio.

Criterios de inclusion de la muestra
1. Haber ingresado al Hospital Universitario del Valle

(HUV) y el paciente estar a cargo del Instituto

Neuroquirurgico del HUV.

2. Haber sufrido un TCE contuso.

3. Tener una contusion cerebral con criterios quirtrgi-
cos para el neurocirujano tratante.

4. Tener consentimiento firmado por el paciente o
acudientes tanto para la realizacion de la cirugia
como para la inclusion en el estudio.

5. No tener contraindicaciones para la cirugia.

6. No cumplir los criterios de exclusion.

Criterios de exclusion de la muestra
1. Antecedente de consumo de psicotropicos y alcoho-

lismo.

2. Antecedente de infarto cerebral previo, malforma-

ciones vasculares, angiopatia amiloidea, aneurismas

o tumores cerebrales.

Glasgow de 3 y/o ausencia de reflejos de tallo.

Coagulopatias.

5. Hipoxia cerebral o hipotension durante mas de 10
minutos confirmada desde el trauma hasta el mo-
mento de la cirugia.

El procedimiento quirtrgico se llevé a cabo de
acuerdo con las normas del Comité de Etica de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valley del HUV
que respetan los principios y procedimientos de la

B

Declaracion de Helsinki de la Asamblea Médica Mun-
dialydelaLey44 de 1993 delaRepublica de Colombia.

De las 6 muestras de corteza cerebral, 4 eran de
corteza temporal y 2 de corteza frontal. Ninguna de las
6 muestras procedia de pacientes que hubieran presen-
tado hipoxia o hipoperfusion antes o durante la cirugia.
Todas las muestras eran de pacientes masculinos con
edades comprendidas entre 22 y 73 afios (promedio de
49.3 afios) los cuales fueron operados entre los dias 1 y
4 post-trauma, con un promedio de 57 h post-trauma. El
Glasgow de ingreso fue menor de 8 para 3 pacientes y
entre 10 y 13 para los restantes. E1 GOS (Glasgow
Outcome Score) fue de 1 para 2 pacientes, 5 para 3y de
4 para 1. De estos pacientes, cuatro presentaron hemo-
rragiasubdural aguda, dos acompafiados con hemiparesia
y tres con herniacion uncal (Cuadro 1).

Eltejido resecado se lavo en solucion salina al 0.9%
por unos pocos segundos y se fijo inmediatamente por
inmersion en PLP (paraformaldehido, L-lisina,
metaperiodato de sodio), pH 7.4 a 4°C por 7 dias. Las
muestras se cortaron en un vibratomo (Vibratome
Lancer Serie 1000®) a 50 um. Los cortes se procesaron
de manera seriada para inmunohistoquimica utilizando
los anticuerpos 5F9 que identifica la proteina asociada
con microtubulos MAP2 (1:100; cedido por Kenneth
Kosik, Santa Barbara, CA) y el marcador especifico del
nucleo neuronal anti-NeuN (1:2500, Chemicon). Las
secciones se procesaron utilizando el complejo avidina-
biotina, serevelaron con diaminobencidinay se contras-
tado conniquel. El control negativo serealiz6 procesan-
do las secciones en ausencia del anticuerpo primario,
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Cuadro 2
Nivel de compromiso de la IR en el tejido

PAC NeuN MAP2
PC PS PI IP PT PC PS PI IP PT LAM

T0S 80.0 10.0 10.0 20.0 0 66.7  20.0 111 33.3 2.2 \Y,
TO6 90.0 3.3 6.7 10.0 0 66.7 250 8.3 33.3 0 Il
TO7 95.0 5.0 0 5 0 80.0 200 0 20.0 0 [
TO8 95.0 5.0 0 5 0 95.0 3.3 1.7 5.0 0 Il
T12 = = = = = 0 = - 100.0 = =
T14 66.7 13 9 33.3 8 0 - - 100.0 - -

PAC: Identificaciéon de los pacientes; PC: Porcentaje de tejido con alguna preservacion de la IR en todas las laminas corticales; PS:
Porcentaje de tejido con pérdida de la IR en forma de parche en las capas supragranulares; Pl: Porcentaje de tejido con pérdida de la
IR en forma de parche en las capas infragranulares; IP: Porcentaje total de tejido con pérdida de IR; PT: Porcentaje de tejido con pérdida
dela IR en forma de parche en las capas supragranulares e infragranulares; LAM: Lamina cortical con mayor alteracion de la IR en sectores

de laminaridad conservada.

siguiendo el protocolo descrito previamente. Como con-
troles positivos se utilizaron muestras de corteza cere-
bral procedentes de 4 sujetos post-mortem de género
masculino, sin historia clinicade enfermedad neurologica,
con edad promedio de 30.8 afios y tiempo post-mortem
de 10.2 horas. Las secciones se montaron en placas
recubiertas con cromoaluminio, se deshidrataron y se
cubrieron con laminillas. Tres observadores indepen-
dientes hicieron el analisis de los tejidos. Las observa-
ciones se hicieron a magnificaciones de 4x, 10x y 40x,
y se fotografiaron con una camara Canon Power Shot
A-85. Las imagenes digitalizadas se analizaron con la
asistencia del programa Sigma ScanPro 5.

RESULTADOS

Enel Cuadro 2 seresumen los hallazgos de las obser-
vaciones para ambos marcadores, NeuN y MAP2, en el
tejido traumatico. Con respecto al marcador NeuN los
datos expresados en el Cuadro 2 indican que:

1. En todos los sujetos hubo alteraciones de la IR para
NeuN.

2. La pérdida de la IR es heterogénea, porque en una
misma placa se pueden apreciar zonas de pérdida
total de la IR para NeuN, zonas de pérdida de IR en
forma de parches y sectores donde se conserva la
laminaridad (Figura 1).

3. De los sectores donde hay pérdida de la IR para
NeuN, éstapuede darse en las capas supragranulares
(dos de seis muestras) o en capas supra e infragra-
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nulares (tres de seis muestras). Es decir, que en

cinco de seis sujetos, se encontré6 compromiso al

menos de las capas supragranulares. Es de anotar
que en la muestra T12 si bien no se encontraron
parches, se presentd una disminucion extensa de la

IR.

4. Entodos los sujetos se apreciaron sectores con preser-
vacion de las laminas corticales. Con excepcion del
sujeto T12, en los sectores de citoarquitectura conser-
vada observados a baja magnificacion (4x), la IR tiene
una apariencia normal; sin embargo, al analizarlo con
mayor magnificacion (40x) el patron de IR para NeuN
se aleja del patron normal de expresion de este marca-
dor. Es decir, mientras en los sujetos control la IR para
NeuN es intensa y homogénea en el niicleo, y un poco
menos intensa en el citoplasma pero igualmente homo-
génea, en las muestras de tejido traumatico se aprecia
que la intensidad de la reaccion en el nucleo esta
disminuida, discontinua o fragmentada, y en el citoplas-
maaumentada respecto del nicleo, aunque igualmente
discontinua (Figura 2). Este hecho fue mas notable en
la lamina I11, en tres de las cuatro muestras donde fue
posible evaluar esta caracteristica.

En sectores en los cuales aparece mas de un parche
de pérdida de la IR, por lo general estos se observan
limitados por zonas con citoarquitectura conservada
(Figura 1). En cinco de las seis muestras donde apare-
cen parches de pérdida de IR con NeuN, se encontraron
microhemorragias localizadas en la sustancia gris.

La inmunohistoquimica para la proteina asociada
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ha sido bien caracterizada. Esta
zona esta constituida por sectores
hemorragicos donde se aprecian
zonas necroticas caracterizadas
por la presencia de acidosis y sec-
tores peri-contusionales donde en
ocasiones se aprecia acidosis y
mas frecuentemente basofilia con
la presencia de infiltrados paren-
quimatosos y vasculares. Aunque
en el ser humano se han hecho
algunos intentos por dilucidar los

Figura 1. Microfotografia (1.5x) de un corte coronal marcado con anti-
NeuN de un sujetocon TCE. Labarra corresponde a 500 um. Se observa
la zona hemorragica (*), y en la extensidon del corte sectores con
pérdida de la IR (flecha delgada) intercalados con sectores en los
cuales la IR se aprecia aparentemente normal en todas las laminas
(flecha gruesa). El inserto muestra una ampliaciéon de este sector en
donde la IR nuclear se ve disminuida. La barra corresponde a 50 pm.

conlos microtubulos MAP2, mostrd zonas de lesion mas
extensa y de mayor uniformidad que las mostradas por
la proteina NeuN. La IR para MAP2 que en el tejido
control se aprecia marcando de manera homogénea los
somas, esencialmente de neuronas piramidales y los
procesos dendriticos tanto basales como apicales de
estas, en el tejido traumatico se aprecia disminuida e
interrumpida (fragmentada). De esta manera, cuando
se observo la expresion de MAP2 en cortes adyacentes
alos que mostraron una ligera disminucion de la IR para
NeuN, se aprecio la IR notablemente alterada para la
proteina asociada con los microtubulos MAP2 (Figura
3). De los 6 pacientes analizados, en 3 se encontrd
pérdida de la IR en parches que comprometi6 tanto a las
capas supra como a las infragranulares y s6lo en uno se
observé compromiso supragranular. Los dos pacientes
restantes presentaron una pérdida generalizada de la
IR. Se aprecian interrumpidos (fragmentados) los pro-
cesos dendriticos de origen en la ldmina V, que ascien-
den hacia las capas supragranulares formando fascicu-
los edematizados y tortuosos y en algunos sectores con
alteracion ensu direccion, es decir, en lugar de distribuirse
de manera vertical adoptan una direccion oblicua (Figu-
ra 4).

DISCUSION

La histopatologia basica del tejido cerebral contuso

mecanismos celulares que se des-
encadenan posterior a un TCE no
es claro hasta el momento en qué
estado se encuentran las células
de las regiones inmediatamente
adyacentes a la contusion (peri-
contusionales). Por esta razon, es

tan valioso para este tipo de analisis el tejido humano
procedente de cirugia decompresiva conreseccion de la
contusion.

El anticuerpo anti-NeuN es un marcador selectivo
para neuronas. En el caso de la corteza cerebral marca
tanto neuronas piramidales como interneuronas'2, por
esta razon se lo ha utilizado para valorar la estructura
laminar de la corteza cerebral en modelos experimenta-
les de trauma'? y en cultivos organotipicos en humano'4.

La IR para NeuN disminuye bajo condiciones pato-
logicas experimentales tales como isquemia-hipoxia,
excitotoxicidad mediada por 6rganofosforados, en en-
fermedades inflamatorias y en modelos de trauma cra-
neano’ '3, En el caso de tejido humano se ha encon-
trado reduccion de la expresion de NeuN en tejido
obtenido de hipocampo de individuos epilépticos con
antecedentes de TCE severo, observandose pérdida
neuronal en 94% de los casos de un total de 11 evalua-
dos'®.

En el presente trabajo se encontr6 una disminucion
de la IR para NeuN en todas las muestras de corteza
cerebral analizadas de los pacientes con trauma. El
evento es heterogéneo de tal manera que se observan
sectores en los cuales hay pérdida general de la IR,
sectores de pérdida en parches y otros sectores en los
cuales la IR es aparentemente normal, siendo visible en
estas la laminaridad cortical.

El evento mas notorio en todos los casos es el inicio
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Figura2. A. Corte coronal
de una muestra control
marcado con anti-NeuN,
en el que se aprecia la
poblacion total de neu-
ronas y su organizacion
laminar. B. Magnifica-
cién que muestra neu-
ronas piramidales mar-
cadasdeformaintensay
homogénea tanto en el
nucleo como en el cito-
plasma.C. Corte coronal
de una muestra de un paciente con
TCE marcado con anti-NeuN, se apre-
cia la disminucion de la densidad
neuronal en las laminas II-Ill. D.
Magnificacion que exhibe la disminu-
cion de la IR en las neuronas, las
cuales aparecen palidas y sin limites
, definidos. Las barras de Ay C corres-
— ponden a 100 um. Las barras B y D
4 corresponden a 20 um.
=1SB

i .-
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de la pérdida de IR por las capas supragranulares,
particularmente la capa III, evento que va involucrando
a las capas infragranulares, hasta constituirse en un
parche que compromete un sector de laminas tanto
supra como infragranulares. En ninguno de los casos
observados el proceso se inicid por alteraciones en las
capas infragranulares; lo que indica que posiblemente
exista alglin tipo de vulnerabilidad selectiva hacia la
capalll. El compromiso de lalaminaIlIl, principal fuente
de las conexiones cortico-corticales, daria cuenta de las
alteraciones neuroldgicas y psiquiatricas tales como
depresion, demencia y alteraciones de la memoria, que
presentan los pacientes que han sufrido un TCE. Este
resultado estaria apoyado porlos hallazgos de Ikomonovic
etal.’, enindividuos que presentaron incrementos en los
depositos de APP posterior a TCE, lo cual ha permitido
proponer que posterior a TCE se acelera en 10 afios la
aparicion de Alzheimer. En los sectores en los cuales la
laminaridad est4 conservada, se aprecia a altas magni-
ficaciones alteraciones sutiles de la IR para el marcador
NeuN, lo cual indicaria que estos sectores podrian estar
ingresando a un proceso de neurodegeneracion o de
alteracion metabodlicay no de pérdidaneuronal, tal como
lo han informado algunos autores en la literatura®!'”.
Diversos autores consideran que la reduccion de la
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IR para NeuN se asocia con pérdida neuronal'>!¢, Sin
embargo, otros autores afirman que la pérdida de la IR
esunevento transitorio, que reflejaria s6lo un cambio en
el estado de fosforilacion de la proteina NeuN y por
tanto el proceso podria ser reversible!”. Se ha demos-
trado, en un modelo de isquemia cerebral moderada en
raton, disminucion de la IR para NeuN sin cambios en
los niveles de la proteina, lo cual sugiere pérdida transi-
toria de la antigenicidad y no pérdida neuronal®. Sin
embargo, mas recientemente en un modelo de envene-
namiento enratones con 6rganofosforados se indica que
la pérdida de la IR de NeuN se puede correlacionar con
muerte celular si se evalia en tiempos mas prolongados
de sobrevivencia (72 horas posterior a la injuria)'®.

En el presente estudio es dificil correlacionar si la
pérdida de la IR es transitoria o permanente, porque no
encontramos diferencias entre los sujetos, a pesar de que
las muestras se obtuvieron en un tiempo quirirgico prome-
dio de 57 horas post- trauma. Cuando se evalud en
secciones consecutivas la expresion de NeuN y MAP2
colocando en registros las secciones, la ausencia de NeuN
se acompanaba de pérdida de la expresion de MAP2,
mientras que la presencia de NeuN puede o no estar
acompaiada de la presencia de MAP2. De acuerdo con lo
anterior, es indispensable la valoracion simultanea de la
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Figura 3. A. Corte coronal de una muestra control
marcado con anti-MAP2; se aprecia la distribucion
fascicular de las dendritas y la marcacion peri-
nuclear de los somas. B. Corte coronal de un pa-
ciente con TCE marcado con anti-MAP2. Hay pérdi-
da generalizada de la IR que impide la identifica-
cion de las laminas corticales. Las barras corres-

ponden a 300 pum.

expresion de NeuN y MAP2 para definir la magnitud de
lalesion y las zonas en riesgo de degeneracion. Es impor-
tante anotar que la pérdida de la IR para NeuN, se ha
seflalado como un predictor de muerte tardia'’. Este hecho
se refuerza con la observacion de que las células que
pierden la IR para NeuN presentan fragmentacion del
ADN revelado por la técnica de TUNEL.

Eltnico antecedente de pérdida de laIR de NeuN en
seres humanos asociada con trauma se informo a partir
de sujetos cuya cirugia para epilepsia del 16bulo tempo-
ral ocurri6 19 afios después del trauma'®. En el presente
estudio la pérdida de la IR para NeuN fue consistente a
lo largo de las diferentes laminas corticales, pero este

Figura 4. La microfotografia corresponde a la lami-
naV de la corteza cerebral marcada con anti-MAP2
de un sujeto con TCE. En ella observe las dendritas
apicales tortuosas (flecha gruesa), las cuales en
algunos casos, pierden su orientacion vertical y se
aprecian oblicuas (flecha delgada). La barra co-
rresponde a 30 uym. El recuadro muestra neuronas
piramidales de estos mismos pacientes en los cua-
les laIR para MAP2 se observa fragmentada dando
un aspecto globoso. Labarra corresponde a 20 pm.

hecho fue mas marcado en la lamina III. Esto podria
deberse aun efecto adicional de axotomia considerando
que estas neuronas generan axones largos, lo cual las
haria mas vulnerables al estiramiento generado por las
fuerzas de aceleracion y desaceleracion generadas
durante el evento traumatico. Sin embargo, s6lo existe
evidencia parcial de que la axotomia afecta la IR de las
neuronas para NeuN.

MAP2 es una proteina altamente fosforilable en
multiples sitios de su estructura primaria in vivo, siendo
sustrato para varias quinasas y fosfatasas. Su estado de
fosforilacion afectala dinamica de los microtiibulos y su
afinidad por estos, de tal manera que la IR de la proteina
MAP?2 puede variar de acuerdo con su estado de fosfo-
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rilacion®. El anticuerpo contra MAP2 permite observar
con claridad las neuronas de la corteza cerebral tanto
piramidales como no piramidales, con alguna preferen-
ciapor las primeras, ademas de la organizacion fascicular
vertical de las dendritas apicales, sobre todo en laminas
supragranulares, como se describid inicialmente en el
raton'® y luego en la neocorteza de humano'®.

Estudios recientes involucran a los cambios en la IR
de MAP2 como indicador de alteraciones neuronales,
en particular por disrupcion en la integridad del cito-
esqueleto®!!. Lasreducciones cuantitativas y la pérdida
de patrones normales de la IR a MAP2 se han relacio-
nado con mecanismos de neurodegeneracion produci-
dos por isquemia (hipoxia, hipercapnia, acidosis,
hipoglicemia), excitotoxicidad, estrés oxidativo y trauma
experimental?’. En el ser humano, se han informado
disminuciones enla IR para MAP2 en corteza prefrontal
dorsolateral post-mortem derivada de personas autistas,
en pacientes que han tenido eventos hipdxico-
isquémicos®* y en neocorteza de pacientes que sobre-
vivieronaisquemia cerebral'®. En este Glltimo informe se
encontr6 pérdida de la IR para MAP2 en las cortezas
frontal (area 10), motora, temporal y visual, en especial
en las capas Il y 11, con reduccion de las ramificaciones
secundarias y terciarias de los procesos dendriticos y
aparicion de pequefias dilataciones en ellas, la pérdida
de la IR para MAP?2 la correlacionaron con la duracion
del periodo post-isquémico, siendo mayor en periodos
mas prolongados. Hasta el presente no se han hecho
estas evaluaciones en tejido humano ex-vivo de sujetos
que han sufrido TCE, por tanto los resultados del
presente trabajo son inéditos y s6lo comparables con las
aproximaciones hechas en modelos animales o en tejido
post-mortem derivado de otros sindromes.

Estos resultados muestran disminucion generalizada
de la IR para MAP2 tanto en los somas neuronales
como en los procesos dendriticos, comprometiendo
desde el inicio del proceso traumatico tanto a las capas
supra como las infragranulares. Algunos autores sefa-
lan que estos cambios se podrian deber a las alteracio-
nes en los epitopes. Sin embargo, el anticuerpo 5F9,
utilizado por nosotros reconoce a la proteina MAP2
independientemente del estado de fosforilacion y de su
estado de integridad, reconociendo aun a la proteina
degradada. Por tanto, los cambios en la IR para MAP2
observados en este trabajo representan pérdida de esta
proteinay por ende inestabilidad del citoesqueleto, dada
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probablemente por laactivacidon de las calpainas induci-
dapor las concentraciones incrementadas de calcio que
se generan en los eventos excitotoxicos que subyacen a
los eventos traumaticos.

Las alteraciones en la organizacién de las proteinas
del citoesqueleto podrian explicar los cambios en la
direccion de los procesos apicales, la tortuosidad de los
mismos, y la presencia de ensanchamientos. Estas
alteraciones se pueden reflejar en alteraciones de los
patrones normales de conectividad de la corteza cere-
bral debido aladesorganizacion de las espinas dendriticas,
lo cual reduciria los contactos sinapticos, en especial los
asociativos y comisurales que son los que se originan de
las capas supragranulares, el compromiso observado en
el citoesqueleto de las capas infragranulares podrian dar
cuenta de alteraciones en las entradas talamicas tanto
especificas como inespecificas que no encontrarian el
sustrato apropiado para su conectividad, y por tanto
generaria una inadecuada regulacion de las aferencias
talamicas a la corteza cerebral.

Finalmente, las observaciones del presente trabajo
aportan informacion inédita sobre el comportamiento
neuronal utilizando la expresion de dos marcadores de
injuria como NeuN y MAP2 en TCE de humanos,
mostrando nitidamente la heterogeneidad delalesion, la
cual no sélo es macro sino microscépica, con preferen-
cias laminares. Esta heterogeneidad permiti6 ademas
observar que existen sectores necroticos adyacentes a
sectores con compromiso exclusivo de capas supragra-
nulares, de ambas y de otros con conservacion de la
organizacion laminar. Estos ultimos sectores podrian
representar zonas perilesionales o aun exofocales a la
lesion, los cuales normalmente no es posible evaluar en
el ser humano, pero que podrian indicar que a partir de
estos sectores se pueden continuar emitiendo sefiales
nocivas para el tejido sano, que agravaria en el tiempo
la evolucion del paciente y que explicaria las secuelas
neurologicas, psicologicas y psiquiatricas de los mis-
mos.
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